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神経精神疾患の診断， 治療指針な どに 有用と期待さ れ て い る エ ミ シ ョ ン C Tくe missio n c o mputer－
iz edto m ogr aphy， E C Tl ． レ セ プ タ
ー マ ッ ピン グの基礎的資料 を得る こ と を目的 と して， オ ー ト ラ ジオ グ
ラ フ イ 法 を用い て脳内レ セ プ タ ー の定量化 を研究 した． ラ ッ ト脳 を用 い て， 6種 の3H ． リガ ン ド に つ い て ，
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時 間， 洗浄時間， 結合曲線 な どを検討 した と こ ろ， 全て の リ ガ ン ドに おい て良好な オ ー
ト ラ ジオ グラ ム が 得ら れ た． ま た オ ー トラ ジオ グラ ム の 定量機器 に つ い て ， 11 ミク ロ フ ォ トメ ー タ， 2フ ド
ラ ム ス キ ャ ン デ ン シ トメ ー タ， 3I パ ー ソナ ル コ ン ピ ュ ー タ を利用 した安価 な ビ デオ デ ィ ジタ イ ザ ー シ ス
テ ム とを定量性と操作性 の面で 比 較検討 した と こ ろ， 定量性の 面で は上 記三 者間で測定値の相関は高 く，
操作性の面で は ビデオ デ ィ ジ タイ ザ ー シ ス テム が格段に 優れ て い た の で， 以下で は こ れ を用 い て 定量 化を
行 っ た ． そ の結果， ム ス カ リ ン性 ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ
ー の 指抗剤で あ る 3H － quinuclidinyl be n zilate
く3H，QN Blで は ， オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ 法 と結合 ア ツセ イ 法 で Sc atcha rd解析か ら算定 した最大結合量お
よ び解離定数 の値が異 な る と され て い たが ， 反応条件 を適切 に す る こ とに よ り両法に お い て極 め て 近似し
た値 を得た ． ま たオ ー トラ ジ オ グラ フ イ 法で は 空間分解能が優 れ て い るの で， 結合ア ッ セ イ 法は 不可 能と
考 えら れ る詳細 な脳内の部位間の比較が可能で あ っ た ． 従来の解析法 で ある Sc atcha rd解析は ， 反応系が
平衡に 達 して い な い 状態で は， か な りの誤差 を生 じ， 解離定数に 関 して も解離速度定数と結合速度定数の
比 と して しか 算出され な い た め， 結合曲線 お よ び解離曲線 か ら パ ラ メ
ー タ を直接求 め る方法を検討 した．
これ によ れ ば，計算 は複雑である が， 必ず しも系が 平衡に 達 して い な く て も結合お よ び解離速度定数 を別々
に 算出可能 であ っ た． ま た， 3H －QN Bに 関 して， その リ ガ ン ドーレ セ プ タ ー 複合体 は単 一 の も の で はな く，
低親和性状態 か ら高親和性状態に 移行 す る異性化 と い う 現象が従来か ら言われ て い る． これ に つ い て ， モ
デ ル 式 に忠実に 数学的解析法 を開発 し， 結合曲線 お よび 解離曲線 か ら得ら れ たデ
ー タ を用 い て 各速度定数
を算出した と こ ろ， み か けの 解離定数 くK d8p pうが 異性化 を考慮 しな い 場合に 極め て近似 し， こ の モ デ ル の
妥当性が 示 さ れ た． 以 上 よ り オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ法で は， 脳 内 レ セ プ タ
ー の 定量化 に 閲し， 従来の レ セ
プ タ ー ア ッ セ イ法 に 比 べ ， よ り詳細 な解析が可能で あ る． さ ら に 今後， 種々 の 神経精神疾患モ デ ル 動物 を
用 い て 実験 を行う こ とに よ り， 本法 は それ ら の 疾患の 病態解明 に 寄与す るの み な ら ず， 神経精神疾患の 診
断， 治療指針の決定 な ど に 有用 と期待さ れ て い る E CT に よ る レ セ プ タ
ー マ ッ ピ ン グ解析の た め の 基礎的
情報 を提供 す る有力な方法である と考 え られ た．
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ラ ッ ト脳 に お け る受容体 オ ー トラ ジオ グラ フ イ の 定量 化
レ セ プ タ ー と い う 概念は， 古く は薬剤が作用 す る と
きに 最 抑 こ結合す る物質と し て La ngleyl ，に よ り想 定
された も の で あ っ たが ， 後に か レモ ン ， 神経伝達物質
な ど多様な物質 を受容 し， そ の 情報を細胞内に 伝 えた
りす る機構 に まで 広が っ て い っ た2，． 最近， イ ン ビト ロ
結合ア ツ セ イ 法の 関乳 レ セ プ タ ー を介 して の細胞内
伝達機序に 関す る研究 お よび 分子 生物学的手法に よ る
レセ プ タ ー の ア ミ ノ 酸配列か ら三 次構造 ま で の 解析法
の 発展な ど に よ り レ セ プ タ ー に 関する研究は飛 躍的に
発展 し封， レ セ プ タ ー 学 と い える 一 分野 を形成 して い
る．
精神神経疾患， 例 え ばパ ー キ ン ソ ン 病， ハ ン チ ン ト
ン舞踏病， 精神分裂病， ア ル ツ ハ イ マ ー 病な どに お い
て， レ セ プ タ
ー 異常が 報告され ， これ らの 諸疾患の 原
因追求， 病態の解明が試み られ て い る
4ト 61
． しか し こ れ
らの 報告は， 死後脳 あ るい は疾患モ デ ル 動物 を用 い た
イ ン ビ ト ロ 結合 ア ッ セ イ の 測定結果 に 基づ い て い るた
め， 前者は死後の 自己融解， 蛋白分解酵素， 生前に 投
与さ れ た 向精神薬， 死 亡 前の 低酸素状態 な どの 影響7I
を受 け， 後者は対象が 人間の 疾患と同等であると い う
確た る証拠に 欠ける と い う問題点 を有 して い る． した
が っ て， こ れ ら の 問題点を解決す るた め に は， 生体 を
直接測定 し， 時々 刻々 に 変化す る生命現象を体外測定
に より直接捉 える必要がある． こ の目的で， ポ ジ トロ
ン断層装置 くpo sitro n emissio nto m ography， P E Tl
およ び ポ ジ ト ロ ン 核種標識 リ ガ ン ド を用 い た レ セ プ
タ ー マ ッ ピ ン グす なわ ち人体の レ セ プ タ ー を体外測定
で描画 す る こ とが 可能と な っ てき て い る引 ． しか し生
体内 で は レ セ プ タ ー と 放射性 リ ガ ン ド の 反応以外 に
種々 の 複雑 な因子 が 関与 す る た め9ナ， レ セ プ タ ー マ ッ
ピ ン グに よ る レ セ プ タ ー の 定量 化は複雑と な る の みな
らず， 現 在の P E Tの 解像力は脳 の 解剖学的詳細部を
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評価 する に は不十分で ある． した が っ て， レ セ プタ ー
マ ッ ピ ン グ ー の 臨床 的評価の 前 に基礎的検討を十分行
う必要が あ る と考 えられ る． イ ン ビト ロ の 受容体 オ ー
ト ラ ジオ グラ フ イ はイ ン ビ トロ 結合ア ッ セ イ と イ ン ビ
ボの レ セ プタ ー マ ッ ピン グの 両方の 特徴を有 し， 両法
の 中間に 位置 して い る ． そ こ で今回受容体 オ ー オ ラ ジ
オ グ ラ フ イ に 閲 し， 反 応条件検討， 定量化の方法， イ
ン ビト ロ 結合 ア ッ セ イ と の比 較， シ ミ ュ レ ー シ ョ ン 実
験な どに 閲し， 基礎的検討 を行っ た．
材料お よ び方法
王
． オ ー トラ ジオ グ ラム 作製の 条件検討
1 ． 放射性化合物お よび薬剤
放射性化合物 と して ， ド ー パ ミ ン 2 くD 21 レ セ プ
タ ー 桔抗 剤で あ る 3H ．spiper o n eく比放射能 23．4 Cil
m molつ， ム ス カリ ン性ア セ チ ル コ リ ン レ セ プタ ー 桔抗
剤で ある 3H －quin u clidinyl be n zylate くQN Bl 洞59
Cilm m oll， G A B Aレ セ プ タ ー 作 動 薬 で あ る
3H －
m u s cim olく同7．9 Ciノm moll， オ ピオイ ド レ セ プタ ー
桔 抗 剤 で あ る 3H ．dipr en o rphin eく同10．5 Cilm m oll，
セ ロ ト ニ ン レ セ プ タ ー 柁抗 剤 で あ る 3H －keta n se rin
く同 61 Ciノm m ou， P レ セ プ タ ー 指抗剤 で ある
3H －di－
hydr o alpr en oll hydr ochlo ride tD H Alく同95 Cil
m molフ の 6種 を使用 した く前 四者は ア マ シ ャ ム ジ ャ
パ ン ， 東京， 後 二 者 は N E N Res e a rch Produ cts，
U S Al． また， プ レイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ， イ ン キ ュ ベ
ー
シ ョ ン ， 洗浄 の た め の緩衝液 と して ， 3H ．spiper o n eに
は pH 7．7 の 50m M トリス 緩衝液 く0．1％ア ス コ ル ビ
ン 酸， 120mM NaCl， 5rnM K Cl，2 m M CaC12，1 m M
M gC12 を含 むI， 3H－QN Bに は pH 7．4の 50m M ト リ
ス 嬢衝液， 3H － m u SCim olに は pH 7．05の 50m M トリ
ス ー ク エ ン 酸緩衝液， 3H －dipr e n o rphin eに は pH 7．05
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Cutく20JJ mIby a c ryo stat micr oto m e．
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の 50m M クエ ン 酸 緩衝液， 3H －keta n se rin に は pH
7．4の 50m M トリス 綬衝液， 3H －D H Aに は pH 7．7の
0． 17M トリ ス緩衝液 く10m M MgC12 を含む1 を使用
した
．
さ ら に 阻害剤 と して， 3H ． spipe r o n eに は 1JLM
の く＋lbutacla m olくフ ナ コ シ ， 東京う， 3H －QN Bに は
10JLM の ア トロ ピ ン く田 辺製薬， 大阪l，
3H － m u S Cim ol
に は 1 00JLM の GA B AくS I G M A， U S Al，
3H －
dipr e n orphin e に は 1JLM のn alo x ane くSI G M A，
U SAl， 3H －keta n se rin に は 1JLM の Spiper o n eくエ
ー
ザ イ， 東 剥 ， 3H ．D H Aに は 10FLM の dl． 7
P
ロ プ ラ ノ
ロ ー ル く住友製薬， 大阪う を 用 い た．
2 ． 受容体 オ ー トラ ジオ グラ フ イ の 基 本的手技
オ ー ト ラ ジ オ グラ ム 作製 の 基本的手技 を図 1 に 示
す． 体重 150句 200g の 雄性 ド ン リ ュ ウ ラ ッ ト を 断頭
し， 可及 的す み や か に脳 を摘出 し， ドライ ア イ ス で冷
却 した ヘ キサ ン く約 － 70
0
Cう に て 凍結 した後， ク リ オ
ス タ ッ ト く三共 TIS S U E T E C4551， 束京I を用い て
厚さ 20FL m の凍結切片を作製 し， tha w
， m O u nt法 に よ
りゼ ラ チ ン 塗末ス ライ ド ガ ラ ス上 に 載せ 川 ， 1 句 2 日
間冷蔵庫 く4
0
Cう に 保存 した． 内在性 の リ ガ ン ド を除
く た め， 切片 を上記緩衝液 に て 20分間 プ レ イ ン キ ュ
ベ ー ト くm u s cim ol で は 4
O
C， それ 以外 で は 23句 25
C
Cl
した後， 岡津衝掛 こそれ ぞ れ の放射性 リ ガ ン ド を混合
した溶液で同 じ温度 でイ ン キ エ ペ ー 卜 した ． 水冷の 同
緩衝液 に て洗浄後乾燥 し， ゼ ラチ ン標準線源と共 に
8H
専用 ウ ル ト ロ フ ィ ル ム くL K BNo ． 2208－190， ス ウ ェ
ー
デ ンう に 密着させ， 2週間か ら 3 カ月露光 した後現像
しオ ー トラ ジオ グラム を作製 した ．
3 ． 条件検討
条件検討と して， イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 時間お よび 洗
浄時間の影響を調 べ ， さ ら に飽和実験 を行 っ た． K6nig
a nd Klippel の ア トラ ス
1 1切 A 9410－A 6060JLm の 範囲
の 線条体 を含む連続切片を用 い 切片を か き取 っ て そ の
放 射能 を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ くア ロ カ
L S ClOOO， 東京ンに て測定 した ． な お， 各実験毎 に 3匹
の平均値 を求 めた ．
．
1I イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間の 影響
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 影響 を み る た め，
3H ．
spiperon eで は 0．5nM の 濃度で 15， 45， 60， 90， 120，
180分， 3H －QN B で は 0．4nM の 濃度で 15， 30分， 1，
2， 3， 4時間， 3Hィn u scim ol で は 5nM の 濃度で 1，
5， 10， 20， 30， 45， 60分， 3H －dipre no rphin eで は 0■5
nM の 漉度 で 2．5， 5， 7．5， 10， 20， 30， 45， 60， 90，
120分， 3H －ket an S erin で は 0．4nM の濃度 で 15， 30，
45， 60， 90， 120分， 唱 ．D H A では 0．5nM の濃 度で 5，
10， 1ふ 20， 30分と時間を変 えて イ ン キ エ ペ
ー 卜 した ．
な お洗浄時間は， a頁－ m u SCim ol の 30秒 2 回を除 い て
す べ て 10分間2 回 で あ る．
2 1洗浄時間の 影響
洗浄時間の 影響を検討 した． 3H－ Spipe r o n eで は0．5
nM の 濃度 で 3時間イ ン キ エ ペ ー 卜し， 30秒， 1 ， 5 ，
10， 20， 30分洗浄し て その 影響 を調 べ た ．
3E－QN Bで
は 0．4nM で 4時間イ ン キ エ ペ ー 卜 し同様 に 洗浄 し
た
．
3H － m u S Cim ol で は 5nM で 30 分 イン キ ュ ベ ー ト
し， 1， 15秒， 1， 3， 5， 10， 20分洗浄 した． 3王i．
dipre n o rphin eで は 0．5nM で 2時 間イ ン キ エ ペ
ー 卜
し， 1 ， 3， 5， 10， 20， 30分洗浄 した ．
3H－keta ns erin
で は 0．4nM で 120分イ ン キ ュ ベ ー ト し， 1， 3， 5，
10， 20， 30分洗浄した ． 3H －DH Aで は 0．4nM で 30 分
イ ン キ エ ペ ー 卜 し， 2．5， 5 ， 10， 20， 30分洗浄した．
3う 飽和実験
組織切片に お ける 各種放射性リ ガ ン ド と レ セ プタ ー
の 結合 が 飽和性 を有 す る か どう か 確認 す る た め，
3H．
splper O n eで は 0．1， 0．2， 0．4， 0．6， 0．8， 1■OnM と
濃度を変 え て 3時間イ ン キ エ ペ ー 卜 し， 10 分間2 回洗
浄 して そ の 飽和曲線 を作製 した． 同様 に ，
3王i－QN Bで
は 0．05， 0．1， 0．15， 0．2， 0．3， 0．4， 0．6nM で4時間
イ ン キ エ ペ ー 卜し， 10分間2回洗浄， 3H m u s cim olで
は 5， 10， 20， 30， 40， 50， 60nM で 30分イ ン キ ュ ベ
ー
卜 し， 30秒 2回洗浄， 3H －dipr e n orphine で は 0．2，0．4，
0．6， 0．8， 1．2， 1．6nM で 2時間イ ン キ ュ ベ
ー 卜し，
10分間 2 回洗浄， 3H －keta n s e rin で は 0．2， 0．3， 0－4，
0．5， 0．6nM で 120分イ ン キ ュ ベ ー 卜 し， 10 分間2回
洗浄， 3H －D H Aで は 0．2， 0．4， 0．6， 0．8， 1■0， 2－OnM
で 30分イ ン キ エ ペ ー 卜 し， 1 0分 間2 回洗浄 し て飽和
曲線 を作成 した ．
工工． オ ー ト ラジ オ グ ラ ム の 定量 化
1 ． 定量 化の 方法
い ミ ク ロ フ ォ トメ ー タ， ド ラ ム ス キ ャ ン デ ン シト
メ ー タ， ビデ オ デ ィ ジタイ ザ
ー シ ス テ ム の 比 較
定量化装置の 性能 をみ る た め， ミ ク ロ フ ォ トメ
ー タ
く小 西 六 P D S 15， 東京う， ドラ ム ス キ ャ ン デ ン シ トメ
ー
タ く阿部設計， M ode1 2605， 東京う お よ び マ イ ク ロ コ
ン ピ ュ ー タ と C C D カメ ラ を使 用 した ビ デ オ ディ ジタ
イ ザ ー シ ス テ ム の 3者 に つ い て比較検討 した．
ミ ク ロ フ ォ トメ ー タ は， ス キ ャ ン方式の 漉度計で あ
り， 一 度の ス キ ャ ン で は オ ー トラ ジオ グ ラ ム の 1ライ
ン の み測定可能 で ， デ ー タ は アナ ロ グ で あ る．
ド ラ ム ス キ ャ ン デ ン シ トメ
ー タの ブ ロ ッ ク図 を図2
に 示 す． 本装置は ド ラム 回 転型画像読み取り装置で ，
二 次元的測定が 可 能 で ， 512X512x 8 ビ ッ ト く256階
調う の デ ィ ジ タル デ ー タ が得ら れ る． デ ー タ は， 専用
礎気 テ ー プ を 介して 金沢大学情報処理 セ ン タ
ー の 大型
コ ン ピ ュ ー タ く富士 通 F A C O M 2605型， 東 新 に転
辻
ラ ッ ト脳 に お ける受 容体オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ の 定立 化
送し処理 を行 っ た
1 2I
－
ビデオ デ ィ ジタイ ザ ー シ ス テ ム の ブ ロ ッ ク 図を図3
に示 す． マ イ ク ロ コ ン ピ ュ
ー タ P C－9801 くN E C， 東京う
にイ メ ー ジメ モ リ ボ
ー ド EI P 98仏 D S， 奈 郎 を装着
し， C C Dカ メ ラ くN E C T l－22A， 東京l に て取 り込 ん
だ画像を ディ ジタ ル 化 した． E工P 98 は6 ビ ッ トの ア ナ
ロ グ ディ ジタ ル 変換器 と 128kバ イ トの メ モ リ を ボ
ー
ド上 に持 ち，
一 画面 256X240X 6 ビ ッ ト く64階喜郎 の
デ ー タ を 九 B， 二 画面持 つ こ とが で き る． 画像処理 プ
ロ グラ ム に は DI A LlOくA D S， 奈良I お よ び飯田 らの
P C．S Y ST E M川 ， 画 像 の カ ラ ー 表 示 に は P C－
S Y ST E M を使用 し た． な お ， 3方 式 と も 測定 ア パ
チャ ー は 50X 50ノJ m に 設定 した．
三者の 比 較と して， 後述の ゼラ チ ン で 作製 した標準
線源をそ れ ぞれ で測定 し， 累積放射能 と フ イ ル ム 異 化
度の 測定値 の 相関 を比 較 し， さ ら に 三 者の 測定値の 相
関を調 べ た ．
2う ビ デオ デ ィ ジタ イ ザ ー シ ス テム の 基礎的検討
ビデ オ デ ィ ジタ イ ザ ー シ ス テム の 基 礎 的検討 と し
て， バ ッ ク グラ ウ ン ドの 測定を 20 回行い ， デ ィ ジ タル
値の 分布， 標準偏鼠 平均値， お よ び モ
ー ド く最高 ピ
クセ ル 数を 示 し たデ ィ ジ タル 値う の 変度 を測定 した．
また均 一 性と して， 画 面を 16分割 しそ れ ぞれ を比較 し
Fig．2． Blo ck diagr a m of dr u m sc a nde n sito m ete r
a nd ge n eralpurpo se c o mputer． Auto radiogr a m s
a redigitiz ed by dr u m s c a nden sito m ete r－ The
data a r etr a n sportedtoge n e r alpu rpo s e c ompute r
via m agn etic tape くM Tl． Data a n alysis is
pe rfo r m ed by the c o mputer．
Fig．3． Blo ck diagr a m of vide o digitiz e r syste m ．
Im age m e m o ry bo a rd ha s128 K byte R A Marld
a n alog－digital c o n v e rter． 1t is in se rted to P C－
9801 a nd c o n n e ctedto C C Dc a m e r a a nd m o nito r．
Digital data of 256X240X6 bits a r e obtain edin l1
60se c， a nd displayed a s16c olo r s c ale．
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た． な お ， 以 下 の オ
ー トラ ジ オ グラ ム の定量化 に はす
べ て ビ デ オデ ィ ジタ イ ザ ー シ ス テム を使用 した ．
3ン 棲準曲線
標準曲線の 作成 に は， 既知放射能濃度の標準線源 が
必 要とな る． そ こ で ゼ ラ チ ン法， 脳 ペ ー ス ト法川 ， 市販
標準線源法の 三 者に て比較検討 した． ゼ ラ チ ン法で は ，
水10mlく40句 45
0
Cう に ゼラ チ ン 2g の 割合 で混合 し，
種々 の 濃度の 唱 － チ ミ ジ ン げ マ ン ヤ ム ジ ャ パ ン， 東
京プを加えて ガ ラ ス 棒 に て十分混 和 し， 冷蔵庫 く4
8
Cう
に て 固ま ら せ た 後， － 60ヘ ー 70
0
C で 凍結 し， 厚 さ 20
〆m の切片 を作製した ． 脳 ペ
ー ス ト法 で は， 摘出 ラ ッ ト
脳 をガ ラス 棒 に て ペ ー ス ト状 に し， そ の中に 種々 の 濃
度の 3臥 チ ミ ジ ン を加え混 合 した後， ゼ ラ チ ン 法と 同
様 に 切 片を作製 した． なお ， 標準線源の 単位重量当り
の 放射能 くルCiノgl は， 切 片 を 20句 30枚 集め て 天 秤
く島津 N し200 P， 京都うに て 秤量 した 乱 ゼ ラチ ン の 場
合は切 片 をそ の まま バ イ ア ル 瓶に い れ， 脳の ペ ー ス ト
の 場合 は組織燃焼装置 げ ロ カ A S C－1113， 東京う に て
燃焼 した後 に， それ ぞれ 液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン
タ ー げ ロ カ L S CtlOOO， 東京1 に て 放射能 を測定す る
こ と に よ り算定 した． 市販 の 標準線源と して ，
3王i． マ イ
ク ロ ス ケ ー ル げ マ シ ャ ム ジ ャ パ ン ， 東京1 を使用 し
た． こ れ ら 3種 に つ い て， 同 一 試料 をウ ル トロ フ ィ ル
ム 2枚に 密着さ せ， それ ぞ れ 13 日間， 26 日間秀光 した
後現像 し， 累積放射能と フ イ ル ム 異化度 げ イ ジ タ ル
値う の 相関を調 べ た．
2 ． デ ー タ処理
11 レ セ プタ ー 動態の 定量化
3H ． m u scim olの オ ー トラ ジオ グラ ム に お い て， 小 脳
皮質 を顧粒層とそ の 他の 層の 二 層に分 けて それ ぞ れ を
別々 に 濃度を測定 し， Sc atchard解析
1 5，に よ り レ セ プ
タ ー 動態の 定量 化す な わ ち最大結合量 ほ m且Xう お よ び
解離定数 くK郎 を求め た．
2う 抗欝剤に よ る変化
抗欝剤 で あ る ク ロ ミ プ ラ ミ ン 10m gノkg を， 体重
140へ 170g の 雄性 ド ン リ ュ ウ ラ ッ ト 5 匹 に 1 日 2 回
の 割で ， 8 日間皮下注射に て 投与し， 最終投与後 6時
間で 断頭 し， 前頭葉を含む切 片くK伽ig a nd K lip pel
の ア ト ラ ス
11切 AllO50－A lO300ノノm の 範 囲う お よ び
1．5nM の 濃度の 3H克eta n se rin を用 い た オ ー ト ラ ジ
オグ ラム を作製 して ， 正常 ラ ッ ト6匹 と比 較し た．
3う 画像処理
3H－Spipe ro n eの 全結合イ メ
ー ジと 阻害剤 を加 え て
得 た非特異的イ メ ー ジを ビデ オ ディ ジ タイ ザ
ー シ ス テ
ム に て デ ィ ジタ ル 化 し， 画像処理 プ ロ グラム に よ っ て
サ ブ トラ ク シ ョ ン し， 特異的結合イ メ ー ジ を作製 した ．
m ． イ ン ビト ロ 結合 ア ッ セ イ法 との 比較
380
8H．QNB を用い て， 受容体 オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ と
イ ン ビ トロ 結合ア ッ セ イ と の 比較 を試み た．
1 ． イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時 間に よ る飽和曲線の 影響


























































































60 9 0 12 0 丁5 0 18 0
1m ubatio ntim 8 くminコ
1p 2 0 3 0 40 5 0 60
仙C Ubatio n tim 甘くr両nコ
6 0 9 0 12 030
ln c ub8tねn t 拍柑 く万両 1
体重 150へ 2 00g の 雄性 ド ン リ ュ ウ ラ ッ ト 3 匹を用
い て ， 線条休部 の 凍結切片 を作製し， 前述の 方法で 3廿
QN B溶液で イ ン キ ュ ベ ー ト し た ． イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
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3 0 6 0 9 0 12 0
1n c ubatio n tim や くminl
1 0 2 0 3 0
1n叫 batio n tim e くminコ
Fig． 4． T im e c o u rs e of as s o ciatio n of
3H －1iga nds to the s e ctio n s at thelev elof striatu m of
r at br ain ． ． － ． ， Spe Cific binding こA
－ ム ， n O n－ Spe Cific binding． Ea ch plot shows
m e a n valu e ofthr e em e asu rem e nts．
くA13H． spiper o n e，くB13H －QN B，くC1
3H ． m u s cim ol，くD13H ．dipre n orphin e，くE1
3H－keta n s erin ，
くF13H ．D H A．
ラ ッ ト脳に お け る受 容体 オ ー トラ ジ オグ ラ フ イ の定量化
に
3H－QN Bの 濃 度 を 20， 40， 55， 75， 120， 150pM
と変化さ せ ， 各時間に お ける 飽和 曲線 を作成 した．
21 イ ン ビ トロ 結合ア ツ セ イ
体重 160旬 210gの 雄性 ド ン リ ュ ウ ラ ッ ト 5 匹 を断
頭後， 線条休部を摘出 し， 天秤 く島津 N し200P， 京齢
にて秤量後， 水冷 した 60倍量 の 0．32 Mシ ョ 糖溶液に
い れ， ポ ッ タ
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製 した． ホ モ ジ ネ ー ト30ノJl に
3臥QN B溶液 3ml を
い れイ ン キ エ ペ ー ト した後， グ ラ ス フ ァイ バ ー フ ィ ル
タ ー くW hatm a nGFIB， U S Al で吸引濾過 し， 4 mi
の 緩衝液 に て 3 回洗浄 した． 洗浄後の フ ィ ル タ ー の 放
射能 を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ げ ロ カ L S C．
1000， 東京1に て 測定 した． 飽和実験 で は， 3H ．QN B濃
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Wa sh tim tIくmlnつ
Fig． 5． T im e c o urs e of diss o ciatio n of
3H－1iga ndsfrom the s e ctio n s at thelev elofstriatu m
ofr atbrain ． ． － ． ， Spe Cificbinding 三 A － ム ， n O n－ Spe Cificbinding． Ea ch plotsho w s
me an v alu e ofthr ee m e a s u r e m e nts．
くA13鉦 spipe r o n e，くB1
3H－QN B，くC13H － m u S Cim ol，くD1
3H －dipr en o rphin e，くE13H．keta n se rin，
く円 3H －D H A．
3 0
382
6時間お よ び 37
0
C で 45分で イ ン キ エ ペ ー ト した ．
2 ． 結合， 解離曲線
3H －QN Bと レ セ プ タ ー と の反 応 を単純 な 2 分子 反
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H－ K．t a n 研 一inl nM
くモ デ ル 1う．
Q ＋Rコ QR







































































Fig．6． Satu r atio nkin etic s of




， n O n
－ Spe Cificbinding． Ea ch plotsho w s m e a n v alu e of
thr e m ea s ure m ents．
くAン3H －Spipero ne，くBI3H －QNB，くCI3 廿 mu scim ol，くD13H ．dipre n o rphine ，くE13H －ketans erin ，
くF13H二D H A．
ラ ッ ト脳に お ける受 容体オ ー ト ラ ジ オ グラ フ イ の 定量化
ダ ー 濃度， QR は リガ ン ド
ー レ セ プ タ ー 複合体波風 kl
はQ＋R か らQR へ の 二 次結合速度数， k－1 は QR か
らQ＋R へ の 一 次解離速度定数を意味す る． こ の モ デ
ル に お い て ， 以 下 の 実験 を行い そ の デ ー タ を も と に
Bm a x， K dお よ び各速度定数を算出した ． く補遺 1 ． い





ー トラ ジオ ブ ラ フ イ
40pM， 220pM の二 種の 濃度の
3H ．QN B を用い て，
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間を 15， 30， 45分， 1 ， 2， 3，
4 ， 6時間と 変え て， 結合曲線を作成 した．
2コ イ ン ビ トロ 結合 ア ッ セ イ
350pM の
3H ．QN B溶液を用 い て， 37
0
C で結合曲線
は2．5， 5， 10， 15， 20， 45， 60分， 解離曲線 は 1時
間イ ン キ エ ペ ー ト した後 ア トロ ピ ン 10メイM を加 え， さ
ら に 10， 30， 50， 70， 140， 180分イ ン キ エ ペ ー 卜 して
求めた． な お 特異的結合 は， ア ト ロ ピ ン 10ノ上M 存在下
と非存在下の 差と して求 めた．
3 ． シ ミ ュ レ ー シ ョ ン 実験
結合解離実験の デ ー タ をも と に ， シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
を行 っ た ．
11 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時間， 組織 － リ ガ ン ド液量
比の Sc atcha rd 解析に お よぽ す影響
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時軋 組織－リ ガ ン ド液量比が
飽和曲線 に お よ ぽす 影響を調 べ る た め， 受容体オ ー ト
ラ ジオグ ラ ム の 結合曲線か ら算定した kl ， k － 1 お よ び
Bm ax の デ ー タ を もと に ， イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時間 を2
時間お よ び 10時間， 組 織 － リ ガ ン ド液 量比 を 2m gノ
100ml， 2 m gノ4 ml と した場合 の モ デ ル 1 に お ける飽
和曲線 を シ ミ ュ レ ー トし た ． く補遺2 ． 参照う．
2う 異性化を考慮 した場合の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
3H－QN Bに お い て ， そ の リガ ン ド ー レ セ プ タ ー 複合
体は単 一 の も の で はな く ， 低親和性状態か ら高親和性
状態 に移行す る こ とが 解離実験の 結果 か ら従来よ り言
われて お り， こ れ は異性化 くis om eriz atio nlと呼ば れ
てい る1 7卜 刷
．
こ れ に つ い て ， 以下 に 示 す モ デ ル 式 を仮





なお， Q は遊離の リ ガ ン ド濃度， R は遊離の レ セ プ
タ ー 濃度， QR は異性化 して い な い リ ガ ン ドーレ セ プ
タ ー 複合体濃度， QRヰは 異性化 した リガ ン ド ー レ セ プ
タ ー 複合体濃度， kl は Q＋ R か ら QR へ の 二 次結合速
度定数， k2 は QR か ら QR＋ へ の 一 次結合速度定数，
k，1 は QR から Q十 R へ の
一 次解離速度定数， k－ 2 は
383
QR書 か ら QR へ の 一 次解離速度定数 を意味す る． こ の
モ デル 2 の 式と結合 ア ッ セ イ 法の 結合解離曲線の 実験
デ ー タ を も とに ， それ ぞ れの 複合体の濃度の時間変化
をシ ミ ュ レ ー ト した ． 計算 プ ロ グ ラム に は非線形最小
自乗法を用 い た ．
N ． 統計処理
統計学的処理 は， 等分散の 検定に は F－te St， 平均値の
差の 検定に は Student t－teSt を使用 し， それ ぞれ 危険
率5％以下を有意 とし た．
成 績
l ． オ ー トラ ジオ グ ラム 作製の 条件検討
1． イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間の影響
6種 の リ ガ ン ド の 結合 曲線 を図 4 に 示 す． 3H t
spiper o n eで は曲線は緩や か に上 昇 し， 2時間で 最高
値に 達 した ． 3H －QN Bで はやや 遅く 3時間で最高値に
な っ た が，
3H． m 11SCim ol で は 10分以降に はほ と ん ど
変化が み ら れ な か っ た ． 3H ．dipre n o rphin eで は 90分
にて ほ ぼプ ラ ト ー に 達 し， 3H－keta n se rin で は 60分に
て最高値 に 達 し た． 3廿 DH Aで は 30分に てほ ぼ プ ラ
ト ー に達 した．
2 ． 洗浄時間の 影響
洗浄時 間 と放 射能 の 関係 を 図 5 に 示 す． 3H －
spiperone で は， 特異的結合， 非特異的結合とも 10分
ま で 急速 に 減少 し， そ の後 は ほ と ん ど変化 しな か っ
た
．
3H －QN Bで は変化 はみ られ な か っ た ． 3H ． m u s ci－
m olで は特異的結合 は持続的 に 減少 を示 した の に 対
し， 非特異的結合 は 1分以 降ほ と ん ど変化 しな か っ
た
．
3H －dipr en o rphin eで は特異的結合， 非特異的結合
と も 10分ま で減少 し， その後 は プラ ト ー を示 した ．
3H－ketanserin で は特異的結合， 非特異的結合 と も 30
分 で ほ ぼプ ラ ト ー に達 した ． 3王i－DH A で は特異的結合
は 20分 で プラ ト ー に 達した が， 非特異的結合は 30分
まで 減少 を示 した．
3 ． 飽和実験
リガ ン ド濃度と放射能の関係 を図6 に示 す ． 特異的
結合 の 場合， 3H －Spipe r o n eで は 0．6nM，
3H－QN Bで
は 0．6nM ，
3H － m u S Cim olで は 50nM で ほ ぼ プラ ト
ー
に 達 した． 3H －dipr e norphin eで は 0．2nM で すで に 高
値 に達 し， その後緩や か に 増加 した．
3H －keta n s e rin で
は 0．5nM で，
3H． D H Aで は 2．OnM でプ ラ ト ー に 達
した
． 非特異的結合で は， い ずれも直線的に 増加 した．
なお， 6種の 放射性リ ガ ン ドで得ら れた 前頭葉， 線
条体， 視床， 小脳 の レ ベ ル の オ ー ト ラジオ グ ラ ム を図
7に 示す ． ま た， 線条体 レ ベ ル で の全結合イ メ ー ジ と
非特異的イ メ ー ジ を図8 に 示 す．








a． At thele v el of fro ntal lobe．
b． At thelevelof striatu m．
Fig． 7． Auto rAdiogra m s ofc oron al se ctio n s ofr atbr ain ．
tA13H－ Spipe r o n e，くB1
3H－QN B，くC13H － m u S Cim ol，くDン3H －diprenorphin e，くE1
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c． At thele v elofthala m u s．
d． At thele v el ofc er ebellu m．
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Fig．8． Totala nd n o n
－ Spe Cific bindingim age s of a uto radiogram sby
3H －1iga nds．
Total im age こくA1
3H－ Spipe ro n e， くB1 3H －QN B， くC1
3H － m u SCim ol， くD1 3H－dipre n o rphin e， くE1 3H －
keta n se rin ，くFl3H －D H A No n－Spe Cificim ageこくAり
3H －Spipe ro n e，くB
，
l 3H －QN B，くC
，
1 3H － m uS Cim ol，
くD
，
l3H －dipre n o rphin e，くEり 3H －ketan serin ，くFり
3H －D H A．
ラ ッ ト脳 に お ける受 容体オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ の 定量化
1 ． 定量化の 方法
11 ミ ク ロ フ ォ ト メ ー タ ， ドラ ム ス キ ャ ン デ ン シ ト
メ ー タ ， ビ デ オデ ィ ジ タイ ザ
ー シ ス テ ム の 比較
3H． チ ミ ジ ン を ゼ ラ チ ン に 混 和 し て 作製 し た標準線
源を上 記 三 種の 機器で測定 し， 累積放射能 と測定値 と
の関係 を図 9に 示 す ． 通 常の オ ー トラ ジオ グ ラ ム の 累
積放射能の 範囲 川 へ 100JLCixdayslgl で は い ずれ
も比 較的良好 な 直線関係が得 られ た． ドラ ム ス キ ャ ン
デ ン シ トメ
ー タ と ミ ク ロ フ ォ トメ ー タ の 間の 相関係数
くrう は 0．9994， ドラ ム ス キ ャ ン デ ン シ トメ
ー タ と ビ デ
オデ ィ ジタイ ザ
ー シ ス テ ム の 間の r は 0．9982， ミ ク ロ
フ ォ ト メ
ー タ と ビ デ オ デ ィ ジタイ ザ
ー シ ス テ ム の 間の
r は0．9983で ， 三者間 で 高 い 相関を示 した ．
2I ビ デ オデ ィ ジ タイ ザ ー シ ス テ ム の 基礎的検討
ビデ オ デ ィ ジタイ ザ ー シ ス テ ム の 基 礎的検討 を行 っ
た ． 1 回 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ドの 測定に おい て デ ィ ジタ
ル 値の 分布 はモ ー ド を 中心 に して 士 1 へ 2階調に 集中
し， 標準偏差 も 0．4 以内で あ っ た ． バ ッ ク グラ ウ ン ド
を20回測定し たと こ ろ， ディ ジタル 値 の 平均値の 変動
の 幅は 0．4 以 内， モ ー ドに は変化認め な か っ た ． さ ら
に画面の 均 一 性 を調 べ た と こ ろ， 16画面の 平均値の 分
布の 幅 は 0． 汎 標準偏差は や はり 0－4 以札 モ
ー ドに
は変化を認 めな か っ た ．
3う 標準曲線
ゼ ラチ ン法 ， 脳 ペ ー ス ト法お よ び市販 標準線源法の
三 者で 得た標準線源 の オ ー トラ ジ オグ ラ ム と ， それ を
ビデオ デ ィ ジタイ ザ ー シ ス テ ム に て 定量化 して 得た標
準曲線 を図 10 に 示 す ． 関心 領域 くregion of inter est，
R Oエフの 大き さ は 32x 32で ， デ ィ ジ タル 値 は平 均値 で
表した． ゼ ラ チ ン法 と脳 ペ ー ス ト法 で は， 極 め て 近似
した傾が得 られ た． これ は モ ー ドを と っ た 場合 で も 同
様で あ っ た ． しか し， 市販標準線源法 で は， ゼ ラ チ ン
法よ り約40％低 い 値 に な っ た ． ま た， R OIの 大 き さ を
128x 128 と大きく と っ た と こ ろ， 脳 ペ ー ス ト法は ゼ ラ
チン 法よ り約7％低い 値 を示 し た．
2 ． デ ー タ処理
1フ レ セ プタ ー 動態の 定量 化
3H － m u S Cim olの オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム に お い て小 脳
皮質 を噸粒層 と そ の 他 の 層 の 二 層 に 分 け て 行 っ た
Sc atcha rd解析 を図11 に示 す． 顆粒 層で は Bm a x 240
pm ollg， K d 3．OnM ， そ の 他の 層で は Bm a x l16pm oll
g， K d 5．8nM とい う 値が得 られ ， イ ン ビ トロ 結合ア ッ
セイ 法で は不可能な細か い 解剖学的部位別 の 定量化が
可能で あ っ た く図11う．
2 う抗欝剤に よ る変化
ク ロ ミ プラ ミ ン投 与ラ ッ トに お け る 3H－ketanserin
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Cu m ul at jv e a ct うv 圧 y ルCト daysノgI
Fig． 9． Co rrelatio n betw e e n c u m ulative a ctivity
a nd optic al de n sity o r digitiz ed n u mber．
Mea s u ring in stru m e ntこ al micr ophoto m ete r， bl
dru m sc a n n e r， CIvide odigitize r syste m．
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レ セ プ タ ー の 変化の有無を調 べ た 結果 を表1 に 示 す ．
Fro ntal l， 2， 3お よび Cg3
2 01
， さ ら に 前三者 を 2へ 3
層 に 分 け て正 常 ラ ッ トと 比 較 し た． 各々 の 部位 に て
8％か ら 31％減少 したが ， Fr o nta1 1に お い て 正常群
と有意 な差 く19へ ノ31％う の 減少が認 め られ た ．
3I 画像処理
3H－Spipe r o n eの全 結合 イ メ ー ジ と 阻害剤 を加 え て
得た 非特異的イ メ ー ジ を ビデ オ ディ ジタイ ザ ー シ ス テ
ム に て デ ィ ジ タル 化 し， 画像処理 プ ロ グラ ム に よ っ て
サ ブ ト ラク シ ョ ン し， 特異 的結合イ メ ー ジ を得 た． こ
れ らの デ ー タ は 16階調の カ ラ ー 表示 が 可能 で あ り， こ
れ を図 12に 示 す ．
Cu 爪 ulaい v e a ctうvH y レC ト daysノ9J
Fig． 10． a ． Auto r adiogra m s of sta nda rds． up pe r，
gelatini middle，brain pa steilo w e r， C O m m e r Ciaト
Iy a vai lable sta ndard s cale． b． Cor relatio n
betwe en c u m ulative a ctivities a nd digitiz ed
n u mber s． M ate rials of sta nda rdニ ロ … … lコ ，




C O m m er Cia11y a v ailable sta nda rd s c ale くtiss u e
equiv ale ntsl．
1II． イ ン ビト ロ 結合 ア ッ セ イ法 と の 比 較
3H－QN B を用い て ， 受 容体 オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ 法
とイ ン ビ トロ 結合ア ッ セ イ法 と を比較 し， 以 下の結果
を得た ．
1 － イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時間 に よ る飽和曲線の 影響
1フォ ー トラ ジ オ ブラ フ イ 法
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間毎 の飽和曲線 く全結合蓋う
を図 13a に 示 す ． 各 々 を比較す る と， 時間が 長く なる
に つ れ て結合量 が増加 した． この デ ー タ を も とに 行 っ
た Sc atcha rd解 析 を 図13bに ， ま た こ れ か ら 得 た
Bm 8 X と K d の値 を表 2 に 示 す． Bm ax ， K d共 に ， イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間が 長く な る に つ れ て 値が 小さ くな















Fig． 11． Sc atcha rd a n alysis of c er ebe1u m by
3Il－
m u scim ol．． 中 一 書 ， gra n ularlaye r，Bm a xニ 240
pm ollg， K dニ 3．OnM ニ 0 － 0 ， Othe r str u cture
ofcelebella r cortex ， Bm a xこ 1 16pm ollg， K dこ 5．8
nM ．
Table l． Co mpa ris o n of bind ing of
3HrKeta n－
s e rin to fr ontal lebe ofthe brain of norm al
a nd Clo m lpra min e administer ed r at．
B indingくpm olノgI
No r m al Clo m lPra min e
Fr o ntal l． A． 1 7．0 士1 て
B． 26．3士3．1
C． 19．3 士3，8
Fr o nta1 2． A． 19．3士3．4
B． 33．6 士5．2
C． 2 3．8 士4．3
Fro ntal 3， A ． 1 9．3 土3．6











Cg， Cingulate g yr u s
V alu es a r e mFa n士S．D ．くN
二 6 fo r n o rm al，
N ニ 5 fo rClo m lpr a min e， m Odel ．
ホ
pく0．05，V S． n O r m alv alu ebyStudent トte st－








Fig．12． Digitiz ed c olo rim age by
3H －Spiper o ne at the le v el of striatu rn． tOtalim ageくIeft17 n9n
－
Spe cific im age is obtain ed by subtr a ctio nspe cific im age くmid dlel， Spe Cific im age くrightl．
pr o c edu re．
F くpMl
Fig．13． a ． Satu r atio n kin etics at the v a rio u s
inc ubatio ntim ein 3H －QN B． b． Sc atcha rd a n aly－
sis of satu r atio nkin etic sat the v a rio u sin c uba －
tio n tim e． X － X ， 2 hrニ ■ － EL， 3hrニ ロ
ー ロ
， 4 hr三 ．
－ ．




bou ndニ F， C O n C e ntr atio n of fr e eliga nd．
時間で 341pm olノgと 変化の幅 は小さい が， K d は， 3
時間 で 524p叫 8時間で 113pM と大き く変化 した ．
2コ イ ン ビ ト ロ 結合ア ツ セ イ 法
室温， イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間6時間で 得ら れ た飽
和曲線 を も と に Sc atcha rd解 析す る と， Bm 8 Xは 262
pm ollg， K d は 100pM とい う値が 得られ た． こ れ らの
値 は， 同 一 条件 の オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ 法 に よ る値
くBm ax332pm oIJg， K d 130pMl お よ びイ ン ビ ト ロ 結
合 ア ツ セ イ 法に おい て 3アC， イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間
45分で得 られ た値 くBm a x289pm ollg， K d 87pMl と
極 めて近似 した値 を示 した．
2 ． 結合解離曲線
い オ ー ト ラ ジオ グラ フ イ 法
2種の 濃度の結合曲線の デ ー タ を異性化 を考慮 しな








K d 13．5pM ，
Bm 8 X250pm ollg と い う値が 得られ た．
2フ ィ ン ビ トロ 結合 ア ッ セ イ 法
結合解離曲線 を図14a に 示 す． これ か ら得られ た モ
デ ル 1の 場合の各 パ ラ メ ー タ の 値 は， kl O．516nM．1
min－1 ，k － ． 0．0060min－1， K d ll．7pM ， Bm 8X 211pm oll
g で あ り， オ
ー トラ ジ オ グラ フ イ と比 較す る と両者間
で温度差が あ るた め k．，k．．の 値 は異な るが， K d， Bm ax
は極 め て近似 した値 を示 した ．
3 ． シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
1フ ィ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時間， 組織量 － リ ガ ン ド量
比 に よ る Sc atcha rd解析 へ の 影響
オ ー トラ ジオ グラ ム の 2種の 濃度の 結合曲線 か ら算
定 した k．，k － 1 ， K dお よ び Bm a xの 値 を用 い て組織の 量
と リガ ン ドの 量の 比 が異 なる場合の結合曲線 を シ ミ ュ
レ ー シ ョ ン した く図15う． イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間 が
長い 場合， 結合量が大き く， 実測値の 傾向と 一 致 した．
また， 組織童 － リ ガ ン ド量比が 高くな る と， 結合量 は
390
低値 を示 した． す なわ ち 3H －QN B の イン キ ュ ベ ー シ ョ
ン に際 して は， 組織の重量に 対 して ， リ ガ ン ドの 液量
を十分多くす る必要がある ．
2I 異性化を考慮 した場合の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
異性化 を考慮 した モ デ ル 2の 場合 の結合曲線 の シ
ミ ュ レ ー シ ョ ン を図 16に 示 す． 異性化 して い な い 成分
は， 約 10分で ピ ー ク に達 し， そ の後徐々 に 減少 した ．
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Fig．14． a． Tim e co urse of a ss o ciation and dis－
SOCiatio n clユrv eOf
3H －QN B． As so ciatio n of
br ain ho m ogen ate with
3H－QN Bw a sperfo r m ed
up to 60 min， ther e afte rlOJLM of atr opl n e W a S
added． An a rr o w sta nds fo r administratio n of
atropin ． Solid l ine sho w s aha nd w riting c u rv e．
b． Tim e cou rs e of diss o ciatio n a nd its fitting
C u rv etO the fo1lo w lng equ atio nin theis o m e riz－
atio n m odel． ．Bo undニ A ． e － X t＋B ． e．Y t， X ニ
0．00468， Y ニ 0．120． ■ ， Obse rv ed v alu e．
Table 2． B m a x a nd K dv alu e at v a riable
in c ubatio n tim e of 3H －QN B binding to
striatu m ofr at br ain ．
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F くpMI
Fig．15． Sim ulation of satu ration c u r v e when
in c ubation tim e o r volu m e of fr e eliga nd is
Cha nged． 0 － 0 ， 10 hr， 100ml三 ■ － ■ ， 10
hr， 4 mlニ ロ ー ロ ， 2 hr，100ml三 ■ － P ，2 hr，4
mlニ B，bo u ndニ F， C On C e ntr atio n of fre eliga nd．
0 10 20 3 0 ヰ0 4 5
Fig．16． Tim e c o urs e of a ss o ciatio n c u rv ein the
is o m e riz atio n m odel． 0 － 0
， tOtal lig and－
re c epto r c o mple xi 書
． ． ． ． ． ． ■
， is o m e riz ed liga nd－
re c epto r c o mple xi A － － ． t ． ． ム ， n O n－is om eriz ed
liga nd．re c eptor c o mple x．
ラ ッ ト脳 に お け る受 容体 オ ー トラ ジオ グラ フ イ の 定量化
図14b は解離曲線 を シ ミ ュ レ
ー ト した も の で あ り， 早
い 成分と遅 い 成分に 分 ける こ とが で き る． 結合解離曲
線の 実験デ ー タと モ デ ル 式か ら得 られ た解 をも と に
パ
ラ メ ー タ を算出する と ， k． 0．514 nM－1min ， k－1 0－024




－ 1 と な る ． これ
よ りみ か けの K d くK dap p
ニ Ek．Jk－1 く1 ＋k21k－ 21コ．
1
を算出し た と こ ろ， 10－8pM とい う値 が得 られ ， 異性
化を 考慮 し な い モ デ ル 1 の 結合 ア ッ セ イ 法 の 11 ．7
p軋 オ
ー ト ラ ジ オ グラ フ イ 法の 13．5pM と極 め て 近
似した値 を示 し た．
考 察
P E Tに よる レ セ プタ ー マ ッ ピ ン グ法は， 生化学的根
拠に 基づく 種々 の 精神神経疾患の 病態解明， 診帆 治
療お よ び 予 防面 に お い て 有用 で あ る と 期待さ れ てい
る2 2I． 近年， 人 体の レ セ プタ ー の 画像化が
1 1C，
1甲 な
どの ポ ジ トロ ン核種 で 標識した放射性 リガ ン ド を用 い
て行われ て お り2 3ト2 5I， また レ セ プ タ ー の 定量解析の試
み 抑
2 7I
， 並 び に 臨床 レ ベ ル の 研究 珊 瑚 が 次第 に 増 えて
き てい るが ，P ET 測定の ため に はサイ ク ロ トロ ンの 設
置が 必 要で あ り， 限 られ た施設で しか 実施 で き な い ．
一 般 臨床 の た め に は， シ ン グ ル フ ォ ト ン 断 層装置
くsingle photo n emis sio n c o mpute riz edtom ography，
S P E C Tl の 方が 望 ま しく， 最近 S P E C T用 と して
1 2 3I
標識 リガ ン ドの 開発 が盛ん に なり つ つ あ り， そ の 将来
へ の 期 待 は 大 き い 3 01 くP E T と S PE C T を総称 し て
E CT くemis sio n com puteriz ed to m ogr aphyl と い
うl． しか し こ の よう なin viv oに よ る測定の 場合， 11
脳血 流お よび脳血液容積の 影響， 2う 特異的結合と非
特異的結合の 区別， 3う 神経伝達物質 の よ う な脳内 に
存在する種 々 の 内因子 の 影響， 41 投与され た 向精神
薬の 影 響， 5う 用 い た リ ガ ン ド の 代謝 な どや 関与し，
定量化は必 ず しも容易で な い ． 一 方in vitr oの 測定は，
1う一定の 条件下 で 結合反応 を調べ る こ と が で き， イ
オ ン その 他 の 化学的影響 を個 々 に 見る こ とが で き る，
2 1 血液脳関門 を通過 し ない リ ガ ン ドも用 い る こ とが
でき る とい う利点 を有す る． in vitroの 測定 と して は，
従来よ り結合ア ッ セ イ 法が用 い られ て き て い る ． こ の
結合ア ッ セ イ 法は， 簡便で 優れ た 方法 で ある が， 目的
とする 部位 をか き取 っ て く る方式 で あ る ため ， 小 さな
解剖学的部位 の 評価 は不可能 で ある ． こ れ に 対 し， 受
容体オ ー トラ ジ オ グラ フ イ 法で は， 解像力が 優れ て い
る ため解剖学的詳細部の 変化 を捉 え る こ と が でき ， ま
た連続切片を使用 す ると 異な っ た種類の 放射性 リガ ン
ドや異 な っ た条件 で ほ とん ど同
一 部位 を観察で き る．
さら に 結合ア ッ セ イ 法で はホ モ ジナ イ ズ お よび遠JL一分
離に よ り正 常構造が破壊 され る の に 対 し， 受 容体 オ
ー
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ト ラ ジオ ブ ラ フ イ で は構造 が保 た れ て お り， よ りin
viv oに近 い と考 えられ て い る
31I
．
した が っ て ECT に
ょ る レ セ プ タ ー マ ッ ピ ン グの 臨床的評価の 前に 受容体
オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ に つ い て基礎的検討， な ら び に
疾患モ デル 動物 を用 い た病態解明お よび向精神薬の作
用機序な どの 研究 に 利用 し， そ の 成果 を レ セ プ タ
ー
マ ッ ピ ン グ に 反映 させ る こ とは意義の ある こ と と考え
ら れ る．
本研究 で は ， まず最抑 こ
3H －Spipe r o n e，
3H－QN B，
3H － m u S Cim ol，
3H －dipr en o rphin e，
3H－keta n se rin ，
3H－
D H Aの 6種 の 放射性リ ガ ン ド に つ い てオ
ー ト ラ ジ オ
グラ ム 作製時の 条件検討， す なわ ちイ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 時間， 洗浄時間の 検討お よび飽和実験 を試 みた ． そ
の 結果， それ ぞ れの リ ガ ン ド に よ りイ ン キ ュ ベ
ー シ ョ
ン時間お よび洗浄時間が異な るが ， 適切 な条件下で図
7 に 示 す よう に 鮮明 なオ ー トラ ジオ グラ ム を作製す る
こ とが 可能であ っ た ．
オ ー ト ラ ジオ グラ ム の フ イ ル ム 濃度測定法 に は， 濃
度 計 ドラム ス キ ャ ン デ ン シ トメ ー タ， ビ デ オ デ ィ ジ
タイ ザ ー シ ス テ ム な どが ある． ミク ロ フ ォ トメ
ー タ は
ス キ ャ ン 方式の 濃度計 で， 得られ る デ
ー タ はア ナ ロ グ
で あ り濃度分解能に 優れ るが ，
－ ライ ン ずつ の測定 で
二 次元的 な評価 は困難で あ り時間も長く か か る． こ れ
に 対 し， ド ラム ス キ ャ ン デ ン シ トメ
ー タ と ビデ オデ ィ
ジタイ ザ ー シ ス テ ム で は，
一 回の 測定で 二 次元 のデ ィ
ジタ ル デ ー タ くそ れ ぞれ 512X512X 8 ビッ ト， 256X
240X 6 ピ ッ り が得 られ， 画像 の視覚評価が可能 で，
数値処理 も 容易 とな る． 濃度分解能に 関 しては ， ドラ
ム ス キ ャ ン デ ン シ トメ ー タ で は256階調 に 分解可能 で
あ るが ， 実際 に 測定す る と最高値と最低値の 差は 90階
調 け な わ ち， 約1．1％の 濃度変化を捉え得るIで あ っ
た ． これ は ビデオ デ ィ ジタイ ザ
ー シ ス テ ム で 同様 に 測
定した 43階調 く同 じく約 2．3％うの 約二 倍に しか過ぎ
な か っ た ． また ド ラム ス キ ャ ン デ ン シ トメ
ー タ で は大
型 コ ン ピ ュ ー タ と礎気テ ー プ を介 してデ ー タ を交換す
る の で 一 画 面の デ ー タ が得 ら れ る ま で に 時 間が か か
り， さ らに 専用 施設の 機器 の た め常時使 えな い な ど操
作性に 難点が あ る． これ に 対 し ビデオ デ ィ ジタイ ザ
ー
シ ス テ ム で は， や や 濃度分解能 に 劣るもの の ， 標準線
源 の 測定で は他 二 者と良好な相関が得ら れ， 定量性 に
関して は使用 に 耐 え得る こ と が本研究 に お い て 判明 し
た
．
また ビデオ デ ィ ジタイ ザ ー シ ス テ ム で は 1画面の
取り込 み 時間は 60分の 1秒で ， 即座 に R O工 を設定 し
プリ ン タに 打 ち出 し可能 で あ り， 操作性 では格段 に 優
れ て お り， 大量 の デ ー タ を扱うう えで非常 に 有用と考
え られ た． 画像 の デ ジタ ル 化に コ ン ピ ュ ー タ を使っ た
シ ス テム が い く つ か 報告され て い る ． ミ ニ コ ン ビ ュ ー
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タ に よ る も の が 主 流 で あ る3 2ト3 71が ， マ イ ク ロ コ ン
ピ ュ ー タを使 っ た も の もあ る3 8 ト 頼
．
し か し， 8 ビッ ト
の マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タで は ハ ー ド ウ ェ アに か な り 負
担 と な る． 最近 で は 16 ビッ トの マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ
が普及 し， メ モ リ空間の 増大や演算速度の 向上 で使用
に 耐 え得る も の とな っ て い る ． ま た今 回 は 6 ビッ トの
分解能 を有す る アナ ロ グデ ジ タル 変換 モ ー ド を使用 し
た が， 8 ビッ トの 分解能 を有す るも の も高価で あ る が
販売され て お り， 濃度分解能の向上 も 望め る．
C C D カ メ ラくcharge c o upled devic e c a m e r al は，
1う 空間分解能が高く画像の再構成が 正 確で ある， 2ラ
ダイ ナ ミ ッ ク レ ン ジが 広い ， 31洩度直線性に 優 れ る な
ど ビ ジ コ ン カ メ ラ に 比 較 し て ， 種々 の 利点 を有 す
る 細 川 欄
． 筆者 は C C D カメ ラの使用 前 に ビ ジコ ン カメ
ラ を使用 して みた が， C C D カ メ ラに 比較す る と 画像が
不鮮明であり， バ ッ ク グラ ウ ン ドも均 一 で な く 円周状
の ア ー ティ フ ァ ク トが 入 る た め， 定量化や イ メ ー ジの
作製時 に は バ ッ クグラ ウ ン ドサ ブ ト ラク シ ョ ン を施行
した もの の， ノ イ ズが大 き く はい っ た ． C C D カ メ ラで
は， バ ッ ク グラ ウ ン ドの 測定に お い て ， 画面 は均 一 で
部位 に よ る差 は み ら れ ず， デ ィ ジ タ ル 値 も ほ と ん ど
m ode士 1階調 に 集中 して い た た め， ノ イ ズ は 非常 に
小さく測定値 の信頼性 は高い も の と思わ れ る．
標準線源に おい て， ゼ ラ チ ン に 加 え る水の量 は， 水
分含量 が脳組織 と等 しい 80％に な る こ と を目安 と し
た
． 脳 ペ ー ス ト法で は， 脳 の ペ ー ス ト に ア イ ソ ト ー プ
を混ぜ る と き注意深 く して も 気泡 が 入 りや す い が ，
R Olを と る と き， 小 さ めの R O工で大き な 気泡 の部が
入ら ない よう に と る こ とで ゼ ラ チ ン 法 と値が よ く 一 致
した． 一 方， 市販標準線源と は か な り値が 異な っ た が ，
こ れ を用 い た吸収率 の 補正 計数が小 さか っ た た め と考
え られ る
．
これ を補正 した と して も， アイ ソ ト ー プ濃
度が 漉す ぎる ため ， 適正濃度が得 に くい こ とが 欠点と
してあげられ る． ゼ ラチ ン 法は， 均 一 で安定 し た標準
曲線が得 られ ， 漉度調整も自由に で き， ま た安価 で あ
る た め最も優れ て い ると 考え られ た ．
オ ー トラ ジ オ グラ フ イ は ， 結合ア ッ セ イ法 と比較 し
て 種々 の デ ー タ解析が 可能 で あ る点で も 優 れ て い る ．
3廿QN B の よ うに 非特異的結合 の割合が少 な い 場合
はサ ブ トラク シ ョ ン イ メ ー ジ作製 の必 要性は少な い の
に 対 し， 3H －Spipe r o n eの よう に非特異的結合の 割合が
高く， しか も その割合が部位毎 に 異 な る場合は サ ブ ト
ラ ク シ ョ ンイ メ ー ジ は有用 で ある． 連続切片を用 い れ
ば平行移動お よび単純 な回転に よ り総結合イ メ ー ジ と
非特異的イ メ ー ジが重 なる はずで あ るが ， 実際 に は ス
ライ ドガ ラ ス に 切片を乗せ ると き に 伸縮， 捻れ な どが
生 じるた め， 完全 に 一 致す ると は 限ら ず， 何 らか の画
像処理 に よ る補正 が 必 要 で あ る． 今回 は ， 平行移動と
回 転の み で 重ね 合わ せ を行 っ た が， 組織 の 捻 れ に 対し
て は折れ 曲が り部分の 中心 軸の 両 側で 別々 に 一 致させ
るな どの 方法4 3さが あ り， 今後さ ら に 検討 を重 ね る 必要
が あ る． そ の他 の デ ー タ処理 と し て は， カ ラ ー イ メ ー
ジ化， 平滑化， Sobel， Lapla cian な どの フ ィ ル タが利
用 可能で ， さ ら に 定数， 画面間の 加減乗除が行えるの
で， 代謝血流比 な ど の 除算イ メ ー ジ も作製 で き る．
レ セ プタ ー 動 乱 す な わ ち最大結合量 くBm axI およ
び解離定数 くK dl は， 連続切 片を 用 い て そ れ ぞ れ異
な っ た 濃度 で 反 応さ せ て オ ー ト ラ ジオ グ ラ ム を作製
し， ビデ オ デ ィ ジタ イ ザ ー シ ス テム を用 い て 定量化を
行 っ て 飽和曲線 を作成 し それ を 基 に Sc atchard解析
する こ と に よ り算定 で き る． しか も 同 一 解剖学的部位，
例 えば 皮質を何層か に 分 け て 個々 の 値 を得る こ とが で
き る
． 本稿 で は， 3H － m u SCim ol を用 い て小 脳皮質 を顆
粒層 と その他 の 層の 二 層に 分 けて解析 し たが ， Bm 8X だ
け で な く Kd も異 な るこ と がわ か っ た
．
した が っ て本
法 を用 い て種々 の 疾患モ デ ル 動物あ る い は向精神薬投
与動物 を用 い て解剖学的詳細部の 変化 を評価で きると
考 え られ る． 今 回の 抗 欝剤 の 一 つ で あ る ク ロ ミプラ ミ
ン を投与 した ラ ッ トを用 い て 3H －keta n se rin の オ ー ト
ラ ジ オ グ ラ ム を作製 し， 大脳皮質前頭葉 の 5－ H T2 レ
セ プ タ ー の 変化 の有無を調 べ た
． 前頭葉 を Fr o ntal l，
2， 3 お よ び Cg3， さ ら に 前三 者 を2ノ ー 3層に 分け て正
常 ラ ッ トと比較 した ． 一 つ の 濃度の みの 比 較 で ある が，
Fro ntal lに お い て 正 常群 と有意 な差 が 認 め ら れ た
く約 20ノ ー 30％の 減少う． こ れ は抗欝剤 の ア ミ ン 再取 り込
み阻害 に よ っ て シ ナ プ ス 間隙の ア ミ ン量 が 増加 し， そ
の 結 果， 二 次 的 に 5－H T 2レ セ プ タ ー が 減 少 す る
くdo w n r egulationl と い う Pe r o utka ら 叫 の 推論 に 一
致 す る． しか し Fr o ntal l以 外の 部位 で 本当 に変化が
な い か どう か は， さ ら に 例数 を増や し て 検討す る必要
が あ る．
ホ モ ジ ネ ー ト と切 片の 間 に お け る 唱 －QN B結合 の
挙動の 差異に つ い て は ， Gilbe rt ら3りが報告 して い る ．
同様の 現 象は オ ピオ イ ド レ セ プタ ー で も報告さ れて い
る 川 451
．
この よ う に ， オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ 法と 結合
ア ツ セ イ 法で Bm a x， K dの 値の 解離 が問題と な っ て い
る 3B －QN Bに つ い て， 両法 で 条件検討 を詳 しく行 っ た
と こ ろ， オ
ー ト ラ ジオ グ ラ ム で の 低濃度領域に お い て，
平衡状態に 達す るま で の 時 間が 明ら か に 延長 した． ま
た シ ミ ュ レ ー シ ョ ン で は組織重 量 に 比 し て リ ガ ン ド量
が 少 な い 場合 に 同様 の 現象が み ら れ た． こ の た め，
Sc atcha rd解析 で は ， 反 応が 平衡 に 達 して い る こ とが
必要 で ある の に ， 2時間か ら 3時間の 反 応時間3り 相 で
は， 低濃度に お い て 反応が平衡 に達せ ず， 結合量 が少
ラ ッ ト脳 に お け る受容体 オ ー トラ ジオ グラ フ イ の 定量化
なく なる た め グラ フ で 直線の 勾配が小 さく な り， その
結果 K d値が大き く 算出さ れ る． 今 臥 低濃度の 時 の 反
応時間を長 く す る こ と に よ っ て Sc atcha rd解析 で 結
合ア ツ セ イ 法 に 近い K d値 を得る こ とが で き た ． した
が っ て反応条件 を適切 に する こ と に よ り両法の 値は等
しく なり， 同法 に お け る
3H －QN B結合 の 挙動 の 差は な
い と考 えられ る ．
な お ， Sc atcha rd解析か ら得 られ た K d と， 結合曲
線， 解離曲線 か ら得られ た K d と はか な り の 解離 を示
し たが， こ れ を 8時間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で も
a 廿
QN Bの 場合， 低漉度 に お い て は 未だ 平衡に 達 し て い
ない た め， Sc atcha rd解析で は K d を過大評価 して お
り， 結合解離曲線 か ら得ら れ た値 が よ り真の 備 に 近い
もの と思われ る ．
ま た Sc atcha rd 解析で は反 応速度定数 を個別 に 求
める こ とは 不可能で あ るが ，結合曲線 ，解離曲線 の デ ー
タ を， モ デル 式 から 導かれ る リ ガ ン ドーレ セ プ タ ー 複
合体の 時間濃度曲線 に 当て はめ て最小自乗法 を用 い て
計算す る と Bm 8 X， K dの み なら ず各反応速度定数が算
出可能で あ る ． 3廿QN Bの 場合， モ デ ル 1 を用 い て
オ ー ト ラ ジオ グラ フ イ 法と結合ア ッ セ イ 法 を比較す る
と反応温度 の 遠 い の た め速度定数の 値 は 異な るが ，
Bm 8 Xくそ れ ぞれ ， 250pm oIJg， 211pm ollgl， K dくそ
れ ぞれ 13．5nM ，11． 7n 岬 と も に 極め て 近似 した値が
得られ た．
さ らに ， 3H －QN Bで は， 解離実験 に お け る反 応曲線
が二 相性に なる こ とか ら， その レ セ プ タ ー ーリ ガ ン ド
複合体 は単 一 の も の で はな く， 低親和性状態か ら高親
和性状態 に 移行す る こ とが 従来か ら 言われ て お り， 異
性化 くis om e riz atio nlと呼 ばれ て い る ． これ に つ い て
Galpe rら
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執 筆者 と同様 の モ デ ル 式 くモ デ ル 21 を
仮定し， 解離曲線 の 早い 相， 遅 い 相 をそ れ ぞれ k－1，k－2
に 当 て て 見 か け の K dくK da ，p 二 仁k．1k－1く1 ＋k21
k－2H－
1うを算出 し， 異性化を考慮し な い モ デ ル くモ デ
ル い で 得られ た Kd値 と大き く異 な る と して い る． 今
回の 結合解離実験 の デ ー タ を この 方法で モ デ ル 2 に 当
て はめ ると K dap p は 3．5pM と算出さ れ ， これ はモ デ
ル 1 に当 ては め た場合の 値 11．7pM と 大 き く異 な る．
こ れは， 厳密に は各相と も k－1， k2， k．2 の 影響 を受 け
る ため と思 わ れ る． そ こ でモ デ ル 式 に 忠実な数学的解
析法を考案 し， リ ガ ン ドーレ セ プタ ー 複合体全体， 異
性化しな い もの ， 異性化し たも の そ れ ぞれ に つ い て 時
間濃度関数を算出 し， こ れ に 結合解離実験の デ ー タ を
当て はめ 各パ ラ メ ー タ くkl， k2 ，k－1 ，k．2， K d8 p p， Bm a xl
を算出した． その 結果， K dap p と して ， モ デル 1 より算
出し た結合 ア ッ セ イ 法 の11．7pM や オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ イ 法の 13．5pM と極 め て近似 す る 10．8pM とい う
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値 を得， モ デ ル 式 と新しく 考案した解析法の妥当性が
示 され た． 各反応速度定数 を別々 に 算出す る こ との 意
義と して， K dに 変化が み られ た場乱 結合と解離の ど
ち らが お も に 変化した か が解析 で き， 病態解明 に 有用
で あ ると い う こ とが あげら れ る． 今 回は オ ー トラ ジ オ
グラ ム で は 反応 に 非常 に 時間が か か るた め解離実験 は
デ ー タが 得 られ てい な い が ， 反応温度 な どを検討す る
こ とに よ っ て同様の 解析が可能 である と考え られ た ．
以上 よ り受容体オ ー トラ ジオ グラ フ イ 法は， 従来の
結合 ア ッ セ イ 法と比 較 して， 脳の レ セ プ タ
ー の解剖学
的詳細部の変化 を捉 え る こ とが 可能 で あ り， 種 々の 精
神疾患 モ デ ル動物や 向精神薬投与動物 を用い る こ と に
よ り結合 ア ツ セ イ で わ か らな か っ た情報を得る こ と が
で きる と推測さ れ る． 本法 は動物を用 い た基礎研究 に
役立 つ の み な らず， E C Tに よる レ セ プ タ ー マ ッ ピ ン グ
の 臨床的評価 の基礎的情報 を提供す る有力な方法で あ
ると 考え られ る．
結 論
受容体オ ー トラ ジ オグ ラ フ イ 法を用 い た脳内 レ セ プ
タ ー の 定量化 に つ い て， ラ ッ トを用 い て基礎的検討 を
行い ， 以 下の結果を得た．
1 ． 3H －Spiperone，
3H －QN B， 3H－ m u SCim ol，
3H ．
dipr en orphin e，
3H－ketan se rin お よ び 3H－ D H Aに つ
い てイ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン時間， 洗浄時間の検討 お よ び
飽和実験 の 検討を行 い ， 全て の リガ ン ドに お い て 良好
な オ ー トラ ジ オ グラ ム が得 られ た．
2 ． い ミ ク ロ フ ォ トメ ー タ， 2フ ドラ ム ス キ ャ ン
デ ン シ トメ ー タ， 3コ ピデ オデ ィ ジタイ ザ ー シ ス テ ム
の 3種 の オ ー トラ ジオ グラ ム の 定量機器 に つ い て ， 定
量性 と操作性の面で 比較検討し たと こ ろ， 定量性の面
で は上 記3機種間で 測定値の 相関 は高 く， 操作性の面
で ビ デオ デ ィ ジタ イ ザ ー シ ス テム が 格段 に 優 れ て い
た ．
3 ． ビ デ オ デ ィ ジ タイ ザ ー シ ス テム を用 い て， 定量
化の 基礎的検討 を行 っ た と こ ろ， 標準線源と して はゼ
ラチ ン法が 最も優れ て い た ． また 画像処理 プ ロ グラム
を用 い てサ ブ トラ ク シ ョ ンイ メ ー ジ， カ ラ
ー イ メ ー ジ
な ど を作製 し， 二 次元的視覚評価が可能で あ っ た ．
4 ． 抗 欝剤 の ク ロ ミ プ ラ ミ ン 10 mgノkg を 1 日 2
回， 1週間皮下注射後断頭 し，
3H－keta n serin を用 い た
オ ー ト ラ ジオ グ ラム を作製 し， 正常ラ ッ トと 比較 した
と こ ろ， 前頭部の 結合量が 20へ 30％減少して い た． さ
ら に オ ー トラ ジオ グラ フ イ 法で は， 空間分解能が優 れ
てい る た め， 結合 ア ツ セ イ 法で は不可能と考 え られ る
詳細な部位間の 比 較が 可能 で あ っ た ．
5 ． ム ス アカ リ ン 性ア セ チル コ リ ン レ セ プ タ ー の 桔
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抗剤で ある 3H －QN B で は， オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ 法と
結合ア ッ セ イ で Sc atchard解 析 か ら算定 し た最大結
合量お よ び解離定数の値が異 な る と され て い た が ， 反
応条件 を適切 に す る こ と に よ っ て， 両法 に お い て極め
て 近似 した値 が得 られ た．
6 ． 従来の 解析法である Sc atcha rd plot は， 反応系
が平衡に 達 して い な い と か な りの 誤差を生 じ． 解離定
数に関 して も解離速度定数 と結合速度定数の 比 と して
しか算出され ない た め， 結合曲線お よび解離曲線か ら
直接 パ ラメ ー タ を求め る方法を検討 した ． これ に よれ
ば， 計算 は複雑であるが ， 結合 お よ び解離速度定数 を
別々 に 算出可能で あ っ た ． また ， 3H ．QN B の異性化 モ
デ ル に つ い て ， モ デル 式 に 忠実な 数学的解析法を開発
し， 上記方法 に て各速度定数 を算出 した と こ ろみ か け
の解離定数 くK d8 ，．つ が 異性化 を考慮 しな い 場合 の値
と極 めて 近似 し， こ の モ デ ル の妥 当性が 示 され た．
以上 より受容体オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ 法 で は， 脳内
レ セ プ タ ー の 定量化 に 閲 し， 従来 の イ ン ビ ト ロ 結合
ア ツ セ イ法 に 比べ ， よ り詳細な 解析が可能である． さ
ら に 今後， 種々 の神経精神疾患モ デ ル 動物 を用い て実
験を行う こ と に よ り， 本法は そ れ らの 疾患の病態解明
に寄与す る の み なら ず， 神経精神疾患の 診帆 治療指
針 な どに 有用 と期待 さ れ て い る E CT に よ る レ セ プ
タ ー マ ッ ピ ン グ解析の た めの 基礎的情報 を提供 す る有
力な方法である と考 えら れた ．
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補 遺
1 ． き掛QN Bに お ける反応モ デ ル
り モ デル 1 く異性化 を考慮 しな い 場合1
Q＋ R呂QR … ． ． ． ． ． ． ． ． ． … ．く1l
こ こ で， Q は遊離のリ ガ ン ド濃度， R は遊離の レ セ プ
タ ー 濃度， QR はリ ガン ド ー レ セ プ タ ー 複合体濃度，kl
は Q＋R か らQR へ の 二 次結合速度定数 k－ 1 は QR
か ら Q十鱒 へ の
一 次解離速度定数を意味す る． 結合実
験の場合く1ナか ら次の微分方程式を得 る．
晋 二 klQ くBm a x－QR卜 k－1QR － ． ．く2，
な お ， Bm a x は最大結合量で あ る． く21に ラ プ ラ ス 変換
用
を施す と
sQRくsIニ 史旦匙 些 一くklQ＋lし 1 QRくsI
QRくs，ニ 揺 － － ■ ．く31
く3うに 逆 ラ プラ ス 変換 を施 して 以 下の 解を 得る．
QRくり こ 豊若賢く卜 e－くkl 畔 Jリ
解離実験の場合， k． ニ 0 と なる の でく1 1か ら次の 微分方
晋 二 互 1QR． － ． ．く4う
く41か ら以 下の 解 を得 る．
QRくtlこ QR。e．k．1t
ただ し， QR．は ア ト ロ ピ ン をい れ る直前の 複合体の 濃
度 で ある ．
2う モ デ ル 2 く異性化 を考慮 し た場合う
Q＋ RきQRきQR事 ．
な お ， Q は遊 離の リ ガ ン ド濃鼠 R は遊離の レ セ プ
タ ー 濃 度， QR は異性化 し て い な い リガ ン ド
ー レ セ プ
タ ー 複 合体濃度， QR． は異性化 した リガ ン ド ー レ セ プ
タ ー 複合体濃度， kl は Q＋ R から QR へ の 二次結合速
度定数，k2 は QRか ら QR
－へ の 一 次結合速度定数 k－1
は QR か ら Q＋R へ の 一 次解離速度定数， k－2 は QR
＋
か ら QR へ の 一 次解離速度定数 を意味す る． 結合実験
の 場合く1ン式 か ら以下 の微分方程式榔， く3い 4ンが成立す
晋 ニ klQくBm ax － QBL k－1QR ． ．く21




－ ． ． ．く3う
祭 ニ k2QRrk－2QRホ ． ．く41
な お， QB ニ QR＋QR
．
， Bm a xは最大結合量 で あ る．
く2い3い4うに ラ プ ラ ス 変換 を施す と，
sQBくsJこ 辿 －klQ QBくs トk－ 1QRくs ト く5，
sQRくslニ 辿 － klQ QBくsI
－くk一．＋k2JQRくsl＋k．2QR





く5い6い7うをQBくslに つ い て 解く と，
QBくs－ユ 挿 話無塩琵震二訂
辻
ラ ッ ト脳 に お ける受 容体オ ー トラ ジ オグ ラ フ イ の 定量化
こ こで ， a ニ klQ＋k－．， Bニ k2＋k－2． r ニ k－1k2と お き，
さら に
くぼ ＋8卜 緬






















く卜 e．Y tlト ． ． ． t ■ ． － … ・ －く81













くり ニ k2At古く卜 e－X tト音く卜 e




くtl － ． ． T ． ． ． ．く101
を得る ．く81く9うく101が求 める時間濃度関数で あ る． 解離
実験 に お ける ， 微分方程式は，くい式に お い てkl ニ 0 とな
驚 こ －k－1QR ． － ． ．く川




祭 ニ k2QR－k－ ZQRホ ．く131
く11い121，く131に ラ プラ ス 変換 を施 す と
sQBくsト QB。 二 pk－．QRくsl ． ■く141
sQRくsト QR。 ニ くーk－1 ＋k21QRくsl
＋k．2QR










。 は， ア トロ ピ ン を添加 する 直
前の 各複合体の 濃度 で ある．
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く14I，く1引 ，く161をQBくslに つ い て解く と，
QBくs，ニ 浩 諾藍鴇璧
















ト子訂 － て チすI
価
I










－ Y tl＋B桐 － Yle
． Xt
－ W－Yle－ Y tl
．
．
．QBくtlニtA＋ Bくダー Xlナe－X t
－ 仏 ＋Bくダ ー Ylle
－
Y t
川 ． ． り ■ ． ■ t ．く川
ま た． く141，く15コ．く1 6姥QR




k2 ， k－ ．QR
．
。＋QB。くs＋k2十 槌
s＋k2＋k－ 2 くs＋k－ 1 くs＋k2＋k － 2卜 k－ 1k2
器く去 一 読1





一 郎－e－ Xt e 一 郎











．くり こ 卜薔 ＋k2B，e－ Xt＋く鴇－k2Ble
－ Yt
＋く豊パ鵠＋QR 肘 t ．く1郎
QRくtう二 QBくt卜QR
．
くt ト ． ． ．く191
く川 ，く18つ，く19うが 求める 時間濃度関数であ る．
見か けの 解離定数 CAppa r entK dくK dap p11は次の よ
J欝 ニ klQくBm 8 XMQBト k－ 1QR ． ． － ， ． ．く201
驚 こ klQ くBm ax － QBトくk－ 1＋k21QR十k－2QR
．
旦欝 ニ k2QR － k 誹 R． ． － く221
平衡状態で は， く20ユ ニく21うこく22フニ 0
く221二 0 よ り
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QR ニ短QRヰ く23う
爾 禁 爾 二怒 り ． ． － り … ‥ 一 一 － ． ． － ． ，く24，
晶 二選忠 … ・ ． ． ． ． ■ 一 り い － ． － ． ． ．く251
画面這 二 面 意 ＋意思
こた 出 藍，
馳 p ，ニ 磨く1十患1卜1
2 ． イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 時間， 組織量 － リ ガ ン ド畳
比 に よ る Sc atcha rd 解析 へ の 影響
以下の モ デ ル 式が成立す る と仮定す る．
L十 Rご L R
こ こ で は， L は遊離の リ ガ ン ド濃度 く皿 01川 ， R は遊
離 の レ セ プ タ ー 濃度 くn m olノ仇 L R は リガ ン ド
ー レ セ
プタ ー 複合体濃度 くpm ol gl， kl は L十 R か ら
L Rへ
の 二 次結合速度定数， 虹1 は L Rか ら L十 R
へ の 一 次
解離速度定数 を意味す る．
こ こ で， A ml のフ リ
ー リガ ン ド溶液中に B m g の 組
織 をい れ て， 結合 ア ツ セ イ を行う と す る． 1 沖
の全リ
ガ ン ド畳 を LT と お く と，
晋 ニ klくLT － L R意xlO
一
冊 m a x － L R卜k－ 1 LR
ニ k．tくLR培xlO－ し L Rく昔xlO
－ 3Bm 8 X
ニ くL R12ixlO－3kl － L Rくix10－
3Bm 8 Xkl
＋klL，＋k－ 1 ＋ Bm 8 XklLT
a ニ意xlO－ 3kl，b ニく昔xlO
－ 3Bm axkl十klLT＋k－ 1l，
c ニ Bm 8 X klLT
とお く と，
d L R
aくL RI2＋b L R＋ c
ニ dt
さら に D ニ 繭 とお き， 両辺 を積分す る と，




2aL R＋b － D





tニ 0 の と き， L Rニ 0 よ り
順 og毛諸
e
D tb － D 。 ，． 2aL R＋b
p D
b＋ D
し ．2aL R十b＋ D
．
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A bstract
T he pr e se nt study des c ribes a qu a ntitativ e me a s u r e m e nt of brain r e cep
tor with an aut o－
r adiographic te chniqu ein r ats to e stablish br ain r ecepto r m ap p
l ng by e missio n compute riz ed
tom ogr aphy， Which is e xpected
to be u s eful fbr diagnosis a nd the r apeutic ev aluatio n of
n eu ropsychic dise a s e s． H ighly qualined a utor adiogr a m s w e r e obtai
n ed using six di 能rentliga nds
labeled with
3H afte rthe in v es tigation of ap pr oprla te in c ubation tim eand w a shing t
im e， and of
prese n c eo r abse n c eo
f s atur atio n． ln a c o mpar ativ e study on qu a ntitatio n and m a n lpu
lation
a m ong the fb1lo wing thre e a nalyzing sys
te ms fbr a ut oradiogr a ms二 1Js c a n ni g densitome ter 21
dr u m scan ner 31 video digitiz e r sy te m くV D Sl， the V D Sshow ed by fhr the m ost co n v e nie
nt
man lPulation alo ng w
ith a good c o rr elatio n with the othe
r tw o in qua ntitatio n． T her efbre，
aut or adiogr am s w ere a n alyz ed by the V D S ther ea
fter． Ap pr oprl ate Settlng Ofco nditio nsin t
he
liga nd
－ reCePtO rinte ractio n r e v e aledthe simila
rlty Ofthe hithe rt odisc ordantvalu e sfbrthe n umbe r
of m axim u m binding sitesくBm a xl of the m u sc arinic ac etylcholine re c eptor and equilibriu m
disso ciation consta ntくK dlof itsant ago nist， 3H － quin uclidinyl be n zylate， betw e e nin vitro rec epto r
assay and re cepto rautor adiogr aphyin the co
n v e ntion al Scatchard a n alysis． T he e xc elle nt spatial
resolution ofthe rec eptor a uto radiography， u nlike thein vivo r e c eptor a ssay，
m adeitpossible t o
co mpa r ethe v alu esfbr Bm a xa
nd K da mongthe nne str u ctu r e sin the br ain ． A ltho ughScatcha rd
a n alysis hasbe e n us ed fbr e stim atlng t
he values fbr Bm a xand Kd， this m ethod hasthefbllow l ng
limitationsニ 1l a n equilibriu rn state sho uld be atain ed in a ny con centratio n of free l
iga nd， a S
other wise ap pr e ciable er ror s would a risein the obtain edv alu e s言
2lthe disso ciation rate con st a nt
くk－ 1 a nd the a s sociation r ate c ons tantくkl，can no tbe obtain ed individu a11y
． To ov e r c o m ethese
dr a wba cks of Sc atchard an alysis， a m athe matical a n alysIS W a S uSed
fbr estim atl ngindividu alra te
c o nst ants and Bm a xon the basis oftim e co u r seofass ociation a
nd diss ociation ． Itis saidthat the
liga nd
－ m uSCarinic rec eptor c o mplex show s a c o
nfbr m atio n al cha nge ffo m low t ohig
h am nity
fbr m， W hich is ca11ed is omeriz atio n． Fo u
r r ate c o n sta ntsくkl， k － 1 ， k2 and k－ 21w ere e stim at edin
a nis om e riza tion m odel of m us c arinic re c epto rby the use of a n e wly
de velo ped m athe matical
equatio n． T he v alidity ofthis new a nalysis w a s
c o n r m ed bythe obs e rv ation tha
t the ap parent
equilibriu m diss o ciatio n r ate con sta ntくK dapp， c alc ulated ffo m the s efbu
r rat e co n sta nts w asin
good agr e e m ent with that fro m a
non －isom e riza tion m odel．
